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唆された．また，細胞内シグナル伝達には，約 240 ms の酵素反応に要する時間
に加え，シグナル分子の拡散にも時間を要することが明らかになった．Response 








ーが時計回り（Clockwise: CW）方向に回転しているとき，細胞は tumbling に
より遊泳方向を転換する(1)．大腸菌は，外部環境に応じてべん毛モーターの回










である CheY に転移され，リン酸化された CheY（CheY-P）が，べん毛モータ






Fig. 1.2 走化性シグナル伝達系模式図  
受容体による誘引物質認識により引き起こされる，細胞内シグナル伝達の本
質は，細胞質内における CheY-P 濃度低下である(5)．受容体に誘引物質が結合
した時，CheA の自己リン酸化活性が抑制され，その結果 CheY-P の産生が抑制
される．その後，受容体に局在する脱リン酸化酵素 CheZ により CheY-P は脱リ
ン酸化され細胞内 CheY-P 濃度は減少する(8)．その結果，べん毛モーター基部


























Fig. 1.4 べん毛モーター回転方向転換の同期．Terasawa らの研究により，同一
細胞上におけるモーター１（グラフ，上段），モーター２（グラフ，中段）の回
転方向転換が同期する様子が示された．写真，グラフは Terasawa et. al., 
Biophysical Journal, 2011 より転載． 
  
 
















プラスミド pTH2300 (motAmotB in pMMB2064) 及び pBAD24-GFP-CheW
（14）を保有する細胞 EFS031(RP437 motAmotB, fliC-sticky)を，30 µM 
IPTG，0.002 % arabinose，25 µg/ml chloramphenicol，50 µg/ml ampicillin
を含む Tryptone broth（1% bactotryptone, 0.5 % NaCl）中で，30 °C で 5 時間
培養した（詳しい培養のプロトコルは Fig. 2.1 を参照）． 
  
 






 (S)-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl serinate (caged serine) was synthesized 
using the reaction scheme shown in Fig. 6.1. 
 
Reaction scheme for the synthesis of caged serine. TEA, Triethylamine; DMF, 
N,N-dimethylformamide. 
 
Synthesis of (S)-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (tert-butoxycarbonyl)-serinate 
To a dry N,N-dimethylformamide (30 mL) solution of 
(S)-(tert-butoxycarbonyl)-serine (1.50 g, 7.32 × 10–3 mol) and triethylamine 
(1.02 mL, 7.32 × 10–3 mol) was added 
1-(bromomethyl)-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzene (1.68 g, 6.10 × 10–3 mol) at 
20 ºC under Ar. After being stirred for 12 h at 20 °C in the dark, the reaction 
mixture was vacuum distilled at 20 ºC. To the resulting mixture was added 
brine (50 mL), and the mixture was extracted with CHCl3 (50 mL). The 
organic extract was dried over anhydrous Na2SO4 and filtered off from 
insoluble substances. The filtrate was evaporated to dryness under reduced 
pressure, and the residue was chromatographed on silica gel with CHCl3 
and MeOH (7/1) as an eluent to allow isolation of 
(S)-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (tert-butoxycarbonyl)-serinate (2.10 g, 5.25 
× 10–3 mol) in 71% yield as yellow solids. 
Rf value TLC analysis and spectral data of 1H NMR, and MALDI-TOF MS 
for the confirmation of the synthesis were shown as follow. 
 
TLC Rf (CHCl3/ MeOH = 7/1): 0.65. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3 containing 0.03% TMS, 24 ºC): δ 7.73 (s, 1H), 7.06 
(s, 1H), 5.73 (d, J = 14.8 Hz, 1H), 5.53 (d, J = 14.8 Hz, 1H), 5.47 (br, 1H), 4.47 
(br, 1H), 4.15–3.95 (m, 3H), 4.02 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 1.45 (S, 9H) ppm. 
MALDI-TOF MS (CHCA, Reflector): m/z 423.233 ([M + H]+, Calculated 
monoisotropic mass for C17H24N2NaO9: 423.138). 
 
 
Synthesis of (S)-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl serinate (caged serine) 
To a dioxane (40 mL) solution of HCl (4 M) was added 
(S)-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (tert-butoxycarbonyl)-serinate (2.10 g, 5.25 
× 10–3 mol) at 0 ºC under air. After being stirred for 2 h at 20 ºC, a dioxane 
(20 mL) solution of HCl (4 M) was added at 20 ºC, and stirred for 1.5 h at 20 
ºC. To the reaction mixture was added sat. NaHCO3 aq. (100 mL) at 0 ºC, and 
the resulting mixture was extracted with CH2Cl2 (100 mL, three times). The 
organic extract was dried over anhydrous Na2SO4 and filtered off from 
insoluble substances. The filtrate was evaporated to dryness under reduced 
pressure, and the residue was chromatographed on silica gel with MeOH and 
CH2Cl2 (5/1) as an eluent to allow isolation of (S)- 
4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl serinate (1.04 g, 3.47 × 10–3 mol) in 66% yield 
as yellow solids. 
Rf value of TLC analysis and spectral data of 1H NMR, and MALDI-TOF MS 
for the confirmation of the synthesis were shown as follow. 
 
TLC Rf (MeOH/CH2Cl2 = 5/1): 0.48. 
1H NMR (400 MHz, CD3OD, 25 ºC): δ 7.77 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 5.59 (d, J = 
14.8 Hz, 1H), 5.51 (d, J = 14.8 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.95 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 
3.79 (m, 1H), 3.67 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 3.37 (s, 1H) ppm. 
MALDI-TOF MS (CHCA, Reflector): m/z 301.216 ([M + H]+, Calculated 
monoisotropic mass for C12H16N2O7: 301.104). 
 
General information for the analytical equipments and chemicals used for 
the confirmation of the products 
1H nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded on 400 MHz 
FT NMR Bruker BioSpin AVANCE III 400, where the chemical shifts were 
determined with respect to tetramethylsilane (TMS) or a residual 
non-deuterated solvent as an internal standard. Matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass (MALDI-TOF MS) spectrometry 
was performed in reflector mode with α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 
(CHCA) as a matrix on Bruker Daltonics autoflex speed spectrometer. Silica 
gel column chromatography was carried out with Silica Gel 60 (spherical, 
neutral; 63–210 µm) purchased from Kanto Chemical. Analytical TLC was 
performed on precoated, glass-backed silica gel (Merck 60 F254). 
Visualization of the developed chromatogram was performed by UV 
absorbance, Hanessian’s stain or iodine. 
  
2.3 べん毛モーターの回転計測のためのサンプル調製 
 1 mLの培養液から遠心分離により回収した細胞を，1 mlの10 NaMB (10 mM 
リン酸カリウムバッファー, pH 7.0; 0.1 mM EDTA-2K, pH 7.0; 10 mM NaCl, 
75 mM KCl)でけんだくした． 細胞懸濁液から遠心分離により再び細胞を回収
し，250 μL の 10NaMB 中に再び細胞をけんだくした．細胞懸濁液を，18 × 18 




付着させるために，aMB で 25 倍希釈したポリスチレンビーズ（m，
Polyscience）の懸濁液を，チャンバー中に導入し，15 分間静置した．最後に，




Fig. 2.2 チャンバーの作成と溶液の導入 
 
Fig. 2.3 細胞応答計測のためのサンプル調整 
 
Fig. 2.4 細胞応答計測に必要な溶液の調製 
  
2.4 細胞応答計測系概要 
 べん毛繊維に付着させたビーズの回転を，位相差顕微鏡（IX71; Olympus, 
Tokyo, Japan）により観測し，高速 CCD カメラ（IPX-VGA210LMCN; Imperx, 
Boca Raton, FL）により1,255 Hzのサンプリングレートで撮影した（Fig. 2.5）．
撮影された位相差像は，フレームグラバカード（NI PCIe-1429; National 
Instruments, Austin, TX）を介して，画像解析用コンピュータに即座に転送さ
れる．ビーズの位相差像の撮影中，撮影された画像は LabVIEW 2009（National 




出する．RTVN によりべん毛モーターの CCW から CW 方向への回転方向転換
が検出されると， A/D コンバータ（NI USB-6212; National Instruments, 
Austin, TX）からシャッタードライバ（VCM-D1; Uniblitz, San Diego, CA）へ
5V の TTL シグナルが出力される．その結果，ケージドセリン開裂用の紫レー
ザー（KBL-90C-A; Kimmon Koha, Tokyo, Japan）の光軸上に設置されたメカ









ターを形成するタンパク質の一つの CheW と緑色蛍光タンパク質（Green 
Fluorescent Protein, GFP）の融合タンパク質を細胞中に発現させた．
GFP-CheW の蛍光を観測するために，青色レーザー（λ = 488 nm）（Sapphire 
488-20-SV; Coherent, Hercules, CA）を対物レンズ（UPlanFI 40× Na 0.75 Ph2; 
Olympus, Tokyo, Japan）の後焦点面で集光した（Fig. 2.5）．GFP-CheW の蛍
光像と，細胞・ビーズの位相差像は，顕微鏡システム内に設置された，もう一




った．蛍光像の撮影後，Imaging Source 社の CCD カメラ（DMK23G618）を


























蛍光ビーズを用いて計測した（Fig. 3.2）．レーザーの照射中心を通る X，Y 軸方
向の強度プロファイルから求めた X，Y 軸方向のレーザー径はそれぞれ，32.4, 
31.8 μm であり，照射範囲における強度はほぼ均一であった．また，照明側の
ガラス面におけるレーザーの照射範囲も約 32 µm の円形であった（Fig. 3.3）．
したがって，計測チャンバーに導入される紫レーザーは，均一な強度分布を持









ステージを用いて X，Y 軸方向に等速で平行移動させ，CCD カメラで蛍光ビー
ズの蛍光像を計測した．左図，右図はレーザーの照射中心を通る X 軸，Y 軸方
向の蛍光強度プロファイルをそれぞれ表す．X，Y 軸方向のプロファイルにおい
て 10~40 µm の領域にビーズの蛍光によるピークが検出された． X，Y 軸方向














 検量線作成に用いた NMR スペクトル，吸光度スペクトルは東北大学多元物
質科学研究所村岡助教により計測して頂いた． 
 Figure 3.4 は，可視光（λ > 400 nm）を，0，10，30 分間照射した，1.17 mM




射開始から 30 分後，ケージドセリンに由来するピークは消失し（Fig. 3.4，黒
丸），放出されたセリンによるピークの面積は増大した（Fig. 3.4C，赤丸）．こ
れらの結果から，ケージドセリンは 30 分の可視光照射により完全に分解したと
考えられる． Fig. 3.5 は 1H NMR スペクトルを計測した溶液と同じサンプルの
吸光度スペクトルを表す．346 nm の吸光度は可視光照射時間に対し減少する結
果が得られた．可視光照射による 346 nm の吸光度変化は，1H NMR により求
めたケージドセリンの開裂割合に比例する結果が得られた（Fig. 3.6）．したが




Fig. 3.4 ケージドセリンの光分解に伴う 1H NMR スペクトルの変化．（A）ケー
ジドセリン光分解の化学反応式．（B）可視光（λ > 400 nm）を 0 分間（a），10
分間（b），30 分間（c）照射したケージドセリン溶液の 1H NMR スペクトル．
（C）Fig. 6-2B を拡大した 1H NMR スペクトル．黒点，赤点，青点はそれぞれ，
ケージドセリン，セリン，ニトロソ化合物に由来するピーク．NMR スペクトル
は JEOL JNM-LA400（399.65 MHz）により 20 °C で計測され，化学シフトは









































































































Fig. 3.5 可視光照射に伴うケージドセリン溶液の吸光度スペクトル変化．0 分間
（黒線），10 分間（赤線），30 分間（青線）可視光（λ > 400 nm）を照射した，
ケージドセリン水溶液（1.17 mM）の 20 °C における吸光度スペクトル．ケー
ジドセリン溶液に 1000 W のキセノンランプ（LAX-1000, Asahi Spectra, Japan）
を用いて可視光を照射した．吸光度スペクトルは JASCO V-350UV により光路
長 1 mm の石英キュベットを用いて計測した．  
 
Fig. 3.6 放出セリン濃度に対する吸光度変化．ケージドセリン溶液（1.17 mM）





 顕微鏡システム（Fig. 2.5）における，レーザー照射（λ = 405 nm）によるケ
ージドセリン開裂反応の速度定数を見積もるために，レーザー照射時間と放出
セリン濃度の関係を調べた．0.1 mM ケージドセリン溶液 100 μL を石英キュベ
ット（光路長 10 mm）に封入し，0.9 mW･mm－2のエネルギー照射密度の紫レ
ーザーを照射した（Fig. 3.7）．レーザー照射後，溶液の吸光度スペクトルを吸
光分光光度計（DU800, Beckman Coulter, Brea, CA）で計測した．キュベット
に封入した初期ケージドセリン濃度に対する放出されたセリン濃度の割合を，




))exp(1(][)]([ 0 tkCStS   
t, [CS]0, k はそれぞれ，レーザー照射時間，ケージドセリン濃度，反応速度定数
をそれぞれ示す． k と t の積が小さい時，前述の式は単純な 1 次方程式に近似
できる 
tkCStS 0]/[)]([  
従って，レーザー照射によるセリン放出の速度定数を直線フィットの傾きから












kk   



























ー5.7×10-3（J/s），光照射の時間 (s)，波長 405 nm のフォトンのエネルギー 4.91
×10-19 （J），をそれぞれ示す．レーザー照射に伴う放出セリン濃度の割合の変
化（Fig. 3.9）から求めた Nreleaseは， Nabsorbに対して比例する結果が得られた（Fig. 
3.10）．グラフの傾きから求めた量子収率 Φは，(5.7 ± 0.2) × 10－4であった． 
 
Fig. 3.7 ケージドセリン開裂速と見積もりのための計測系．直径約 3 mm のレ
ーザーを 0.1 mMのケージドセリンを封入した光路長 1 cmの石英キュベットに
照射した．空のキュベットを透過したレーザー光強度から見積もったレーザー




線は，0, 2, 4, 6, 8, 10 分間溶液にレーザーを照射した条件における，ケージドセ
リン溶液の吸光度スペクトルを示す． (b) スペクトルの吸収極大付近の拡大図．
(c) レーザー照射に対する 346 nm の吸光度の変化．  
 
Fig. 3.9 放出セリン濃度のレーザー照射時間依存性．ケージドセリン溶液の
346nm における吸光度が AX%（abs）の時点における， 溶液中の初期ケージ
ドセリン濃度に対するケージドセリン濃度の割合 X（%）は，以下の式から求
めた． 
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紫レーザーは細胞を中心とした直径 32 μm の円柱状の領域に照射され，照射領
域のエネルギー密度は均一である．したがって，計算を簡略化するために拡散
方程式は円筒座標系において解いた．円筒座標系は，半径 r，角度 θ，高さ z
の三つの成分で記述される．円柱状に光分解用のレーザーを導入した場合，θ 方







































































照射中：0.16 s-1，レーザー照射無し：0 1 s-1）を表す．ケージドセリンの拡散
係数は以下の方法により求めた．セリン分子を球形と仮定することで，









kB, T, η はそれぞれ，ボルツマン係数（1.38 × 10-23 m2kg s-2 K-1），温度（298 K），



















































































= 1000 µm；拡散によるセリンの移動平均： 130~2 tDS µm，t = 10 s）．顕微鏡
システム上において，細胞はレーザー照射範囲の中心に設置されているため，
レーザー照射の中心地点（r = 0）におけるセリン濃度の時間変化（CS(0, t)）か


















1000 μM（黒線），750 μM（破線）500 μM（点線）のケージドセリン溶液を観
測チャンバーに導入場合のセリン濃度変化を表す．（Inset）レーザー照射から







計測した細胞から 200 µm 以上離れた細胞において，120 s 以上の時間を開けて
行った．そこで，レーザー照射中心から離れた地点におけるセリン濃度の時間
変化を，前述のシミュレーションにより算出した．Figure 3.13 は 1 mM のケー
ジドセリン存在下において，レーザー照射地点から 200 µm 離れた地点のセリン
濃度の時間変化を示す．レーザー照射から約 10 s 後にセリン濃度は最大値の
0.025 µM に達し，その後セリンの拡散により徐々に減少した．100 s を超えた







黒，赤，青線はそれぞれ，レーザーの照射中心から 200，100，0 µm 離れた地
点におけるセリン濃度の時間変化を示す（ケージドセリン 1 mM 存在下）．レー
ザー照射は 0 s のから 60 ms の間行った．  
第四章 べん毛モーターのリアルタイム回転計測ソフトウェア 
 べん毛モーターの回転速度をリアルタイムで監視するために，カメラ制御ソ
フトウェアである Real-time video nanometry（RTVN）を開発した．RTVN は，
LabVIEW2009 で開発したソフトウェアであり，べん毛モーターに付着したビ
ーズの回転を高速 CCD カメラ（IPX-VGA210LMCN; Imperx, Boca Raton, FL）
で撮影し，同時に撮影された画像を解析することにより，べん毛モーターの回
転方向をリアルタイムで監視する．また，RTVN はべん毛モーターの CCW か
ら CW 方向への回転方向転換に応じて，ケージドセリン光分解のためのレーザ
ーの光軸上に設置されたメカニカルシャッターを開く．RTVN のフローチャー








Get captured image 
from camera

















Fig. 4.1 RTVN のフローチャート 
  
4.1 画像の取得・記録 
 回転するビーズの顕微鏡像は高速 CCD カメラにより撮影され，撮影された画
































































































の回転速度解析は 50 frame（~40 ms）ごとに行われた． 
  
 
Fig. 4.3 回転軌道解析の模式図．図中×印はビーズの重心位置を示す．  
4.4 回転方向の算出・回転方向転換の検出 
 50 枚分の連続画像（約 40 ms 分）を解析単位として回転速度の平均値，およ
び回転方向を求めた．回転速度の平均値 v が 10 Hz 以上の場合を CCW 回転，


















位（~40 ms 前）の回転方向が CCW であり，かつ現在の解析単位の回転方向が
CW の時，CCW から CW 方向への回転方向転換として判断した．回転方向検出
の時間間隔は 0.8 ms（1 フレーム分）まで短縮できるが，本研究では回転速度
波形のノイズによる回転方向転換の誤検出を除去するために，回転方向解析の
時間間隔を 40 ms に設定している． 
  
 
Fig. 4.4 回転方向の解析と回転方向転換の検出  
4.5 シャッターの制御 
 回転方向転換が検出されると，ケージド化合物分解用の紫レーザー
（KBL-90C-A; Kimmon Koha, Tokyo, Japan）の光軸上に設置されたメカニカ
ルシャッター（UHS1 ZM 2; Uniblitz, San Diego, CA）を開くために，5V の
TTLシグナルがA/Dコンバータ（NI USB-6212; National Instruments, Austin, 
TX）から，シャッタードライバ （VCM-D1; Uniblitz, San Diego, CA）へ出力
される．べん毛モーターの回転方向転換から，シャッターを開くまでの遅延は
39 ± 15 ms（mean ± SD, n = 15）であった（Fig. 4.4）．TTL シグナル入力に対
するシャッターの応答時間は 3 ms であたっため，回転方向転換検出に要する時
間の殆どは，約 40 ms の回転方向解析の解析単位に由来する．TTL シグナルに





Fig. 4.5 レーザー導入の遅延．(a) 回転方向転換検出の時間．図中の波形はべん
毛モーターの回転速度を表す．回転速度の正の値，負の値はそれぞれ CCW，CW
方向を表す．赤い波形は A/D コンバータから出力される TTL シグナルを示す．







 Figure 5.1 は，1000 µM ケージドセリン溶液中における大腸菌のセリン応答
の一例である．レーザー照射直後（放出セリン濃度，8.5 µM）の CCW 回転の
持続時間は 4.5 ± 2.2 s であり，レーザー照射を行わない条件に比べて有意に長
い結果を示した（Fig. 5.1, 5.2, Table 1）．一方で，ケージドセリンが存在しない













Fig. 5.2 Initial CCW duration のヒストグラム．青色のバーはケージドセリン存




Table 1 放出されたセリンへの細胞応答 
Condition 
CCW duration (s) Response time (ms) 
Number of 
cells Laser Caged serine 
+ + 4.5  ±  2.2 310  ±  120 67 
- + 1.4  ±  1.1 670  ±  340 64 
+ - 1.5  ±  1.3 640  ±  410 25 
- - 1.4  ±  1.4 530  ±  280 23 
テーブル中の値は，平均値と標準偏差を表す． 
  
Table 2 紫レーザーの細胞への影響 





 0.33  ±  0.10 0.33  ±  0.12 1.00  ±  0.23 
Rotational velocity (Hz)*
1
 120  ±    8 122  ±   11 1.00  ±  0.03 














細胞内 CheY-P 濃度が低い状態であり，一方で CW 回転中は細胞内 CheY-P 濃
度が高い状態であることが考えられる．そのためセリンの認識により引き起こ
された CheY-P の濃度低下が（細胞内シグナルとして）べん毛モーターへ伝達さ
れる時間を定量するためには，細胞内 CheY-P 濃度が上昇している時（CW 回転
中に）に細胞にセリンを導入しなければならない．そこで本研究では，べん毛
モーターの CCW から CW 方向への回転方向転換に応じてケージドセリンを開
裂させセリンを導入した．Figure 5.3 の結果が示すように，光分解のためのレ
ーザー照射は，べん毛モーターの CCW から CW 方向への回転方向転換から 31 
ms 後に開始され 60 ms 持続した．べん毛モーターの回転方向は，セリン放出の
開始から 221 ms 後に CCW 方向に戻った．本研究では，レーザー照射によるセ
リン導入の開始から，CCW 方向への回転方向転換が起こるまでの時間を
response time と定義した．ケージドセリン存在下で，細胞周囲にレーザーを照
射した場合，response time は 310 ± 120 ms であった（Fig. 5.4, Table 1）．一
方で，ケージドセリン存在下で，レーザー照射を行わなかった場合は，疑似 TTL
シグナル直後の CW duration は 670 ± 340 ms であった．ケージドセリンが存
在しない条件下で，紫レーザーを照射した場合はレーザー照射直後の CW 
duration は 640 ± 410 ms であった．これらの結果から，計測された response 
time は細胞内情報伝達に要する時間，すなわち大腸菌によるセリン認識， 
CheY-P 濃度低下およびその細胞内伝達時間，べん毛モーターの構造変化に伴う
時間を反映すると考えらえる．また，セリンへの response time は，過去の報告
と同様にセリン導入前の CW bias に対し相関がみられなかった（Fig. 5.5）（9）． 
  
 
Fig. 5.3 細胞の応答時間計測．紫色のハッチは，CCW から CW 方向への方向転
換に応じて行われる，紫レーザーの照射時間を示す．レーザー照射の開始から
レーザー照射後の最初の CCW から CW 方向への回転方向転換が起こるまでの
時間を response time と定義する．  
  
 
Fig. 5.4 Response time のヒストグラム．青色のバーはケージドセリン存在下の
Response time のヒストグラムを示す．灰色のバーは，ケージドセリン存在下





Fig. 5.5 Response time の CW bias 依存性．放出セリン濃度 4.3 (n = 11 cells), 
6.4 (n = 7 cells), and 8.6 µM (n = 29 cells)に対する response time を CW bias
に対してプロットした．Response time の受容体―モーター間距離依存性は，
補正されている（詳しくは後述）．黒破線は，Segall らにより報告された response 
time と CW bias の関係(9)を示す． 
  







細胞について response time を計測した． 

















CheY-P の拡散係数と一致した（14, 15）．Response time の距離依存性から，
CheYおよびCheY-P分子が受容体からべん毛モーターへと拡散によって伝達さ
れることが示唆された．また近似直線は 243 ± 4 ms (mean ± SE)の切片を有し
ており，細胞内情報伝達においてシグナル分子の拡散に要する時間に加え，約
240 ms の時間が必要であることが示唆された． 
  
 










 Response time 計測の結果から，生きた細胞が走化性応答する際の細胞内シ
グナル伝達分子の動態が新たに明らかになった（Fig. 5.7, 5.8）．Response time
は受容体―べん毛モーター間距離に応じて増大する結果が得られた．Response 












 Response timeの距離依存性から，response timeは二つの要素に分解できる．
ひとつは CheY 及び CheY-P の拡散に要する時間（tDiffusion = XR-X2 / 2D, Fig. 5.7
における近似直線の傾き）であり，もうひとつは走化性シグナル伝達系におけ
る酵素反応に要する時間（tReaction, Fig. 5.7 における近似直線の切片, 243 ± 4 ms）
であると考えられる．酵素反応には，CheZ による CheY-P の脱リン酸化，受容
体クラスター中の CheA 自己リン酸化活性の不活化，CheY-P のべん毛モーター
からの解離，べん毛モーターの構造変化に要する時間が含まれる．tReactionは，
tDiffusionの平均値~50 ms に対して短い値を示した．したがって，response time
の殆どは走化性システムにおける酵素反応に要する時間であると考えられる．
過去の研究により報告されている， CheZ による CheY-P の脱リン酸化の時定
数（~450 ms）（5）は，べん毛モーター複合体における酵素反応，べん毛モー
ターの構造変化（~20 ms）（17），CheY-P の FliM からの解離（~67 ms）（5）
に要する時間に対して，遥かに大きな値を示した．また，受容体による誘引物
質の認識と，CheA の自己リン差活性の不活化は無視できるぐらいに早い（5）．
したがって，tReactionの主要な時間は，CheZ による CheY-P の脱リン酸化に要す
る時間であると考えられる． 
  
5.5 CW biasの response time依存性 
 過去の研究により，異なる CheY-P 濃度を有する大腸菌細胞間の CW bias を
比較することで，CheY-P 濃度と CW bias に強い協同性を有することが報告さ
れている（26）．したがって，CW bias から細胞内 CheY-P 濃度を見積もること
ができると考えられる．べん毛モーターのスイッチング頻度は，セリン導入後
の CheY-P 濃度低下に依存すると考えられるため，セリン導入時における
CheY-P 濃度は response time に依存すると考えられる．したがって，もし，CW 
bias が野生型大腸菌の定常状態における CheY-P 濃度を反映するのなら，
response time は CW bias に依存するはずである．本研究では，0.1-0.4 の CW 
bias を有する細胞の response time を計測したが，response time は CW bias
に対し相関を示さなかった（Fig. 5.5）．また，過去の研究においても，細胞の
response time は CW bias（0.1-0.7）に対し，相関を示さないことが報告されて
いる（9）．このように，細胞の response time は，異なる CW bias を有する細
胞間においても同様の値を示しており，この結果からセリン導入時の細胞内
CheY-P 濃度は異なる CW bias を有する細胞間において同様の値を有すると考





と考えられる（14）．したがって，CW bias は CheY-P 濃度の変化を生み出す，
受容体複合体の活性化不活性化の頻度を反映していると予想される．  
 






 セリン認識による CheY-P 濃度低下が細胞質内を伝達する様子をより詳細に
研究するために，同一細胞上における二つのべん毛モーターの回転方向転換か




モーター１の CCW から CCW 方向への回転方向転換に応じて，RTVN により
細胞周囲にセリンが導入され（Fig. 6.2），その後セリンへの応答である持続的
な CCW 方向への回転が，モーター１，モーター２においてそれぞれ観測された．
モーター１の response time は 291 ± 102 ms（mean ± SD, n = 30）であり，t
検定の結果，単一モーターで計測された response time（Table 1）に対し，統
計的に有意な差は得られなかった（t = －0.68, p =0.50, 有意水準 0.05）．また，
モーター１から計測された response time は，単一モーターの計測の時と同様に，











－の値は，それぞれ CCW，CW 回転を表す． 
  
 
Fig. 6.2 Response time の計測．青色，赤色の波形は，それぞれべん毛モーター
１，２の回転速度波形を示す．回転速度波形の正，負の値はそれぞれ CCW，CW
方向の回転を示す．ピンクのハッチはレーザー照射の瞬間を示す．べん毛モー
ター１の回転方向が CCW から CW 方向へ変換された 69 ms 後，RTVN により
細胞周囲にレーザーが照射された．レーザー照射開始から 493 ms 後，べん毛モ
ーター１の回転方向は CW から CCW 方向へと変換された．   
 
Fig. 6.3 Response time 距離依存性．黒点は二つのべん毛モーターにビーズを付
着させた細胞における，受容体に近いモーター（モーター１）から計測した
response time を，赤点は一つのビーズをべん毛モーターに付着させた細胞から
計測した response time（Fig. 5.7 と同じデータ）をそれぞれ示す．  
6.2 細胞応答の解析 




ター１と２のどちらで先に起こるか），細胞のセリンへの応答を A から E の五
つの組み合わせに分類された（Fig. 6.4）．セリンの導入後，片極に受容体を持
つ細胞（monopolar）および両極に持つ細胞（bipolar）のどちらにおいても，
モーター２で回転方向転換が起こらない場合が（Fig. 6.4, 分類 A），64 %，60 %
と最も多く観測された（Fig. 6.5, Table 3）．また，セリンを導入しない条件下に
おいて分類 A の起こる割合は 25 %であった（Fig 6.6）．したがって，セリンの
導入により分類 A の割合が増大することが明らかになった． 





観点によりセリンへの細胞応答を A, B, C, D, E の 5 つに分類した．セリンの導







容体の局在は細胞内に発現させた GFP-CheW の蛍光像から判別した．  
Table 3 複数べん毛モーターから計測されたセリンへの細胞応答 
 
A B C D E Number of cell 
Monopolar 7 2 0 2 1 12 
Monopolar + bipolar 18 3 1 6 2 30 






Fig. 6.6 セリン導入による分類 A の割合の変化．青，赤色のバーは対象モータ
















ー１である 9 つの細胞のみを解析した（Fig. 6.8, Table 3）． 片極のみに受容体
パッチを有する細胞における分類A, B, C, D, Eのイベントはそれぞれ 7, 1, 0, 1, 
0 個ずつ観測され，A が全体の約 80 %を占めた．これらの結果は，受容体の近
いモーターに CheY-P 濃度上昇が到達した瞬間にセリンを添加すると，受容体か
ら遠いモーターにまで CheY-P の濃度上昇が到達できない様子を示しており
（Fig. 6.9），寺澤らによって示された細胞内における CheY-P 濃度勾配の形成を
強く支持するものである．  
 
Fig. 6.7 寺澤モデルによるセリン導入直前の細胞内 CheY-P 濃度の分布．アル
ファベット A, B, C, D, E は，回転方向転換から分別した細胞応答のパターン
をそれぞれ示す．べん毛モーター右下の数字はモーターの番号，細胞内の赤，




Fig. 6.8 セリン導入による細胞内 CheY-P 濃度分布の変化．受容体パッチを片
極のみに有しており尚且つ，受容体パッチに最も近いモーターがべん毛モータ











ー間距離依存性（Fig. 5.7）を取り除くために，CheY と CheY-P の拡散に要す
る時間 (tDiffusion)を response time から差し引いた．放出セリン濃度が 0.1 μM
以下の時，response time は 600 ms と一定であり，セリンを添加しない条件の
response time と一致した（Fig 5.3, 7.1）．一方で，放出セリン濃度が 0.6 μM





の response time，response time の最小値，response time の最大値，見かけ
のヒル定数，見かけの解離定数，を示す．見かけのヒル定数は 2.9 ± 1.8 であり，
シグナル伝達過程においてセリンの認識からべん毛モーターの回転方向転換ま


















Fig. 7.1 Response time の放出セリン濃度依存性．■は 0.03 (n = 7 cells), 0.09 (n 
= 15 cells), 0.17 (n = 7 cells), 0.26 (n = 11 cells), 0.6 (n = 16 cells), 4.3 (n = 11 
cells), 6.5 (n = 7 cells), and 8.6 (n = 29 cells) M 放出セリン濃度における
response time の平均値を示す．□は 1 mM ケージドセリン存在下，レーザー照







initial CCW duration は，セリンの添加により増大した（Fig. 7.2, 7.3）．セリ
ン添加前の CCW duration，添加後の 2nd，3rd CCW duration はそれぞれ，1.4 
± 0.1 s (n = 66 cells)，1.3 ± 0.1 s (n = 66 cells)，1.8 ± 0.2 s (n = 61 cells ) (mean 
± SD)であった．これらの結果は，2nd，3rd CCW duration は，セリン導入前
の CCW duration と同様の分布を有することを示している．したがって，initial 





セリン刺激導入後最初の CCW から CW 方向への回転方向転換が起こるまでの
時間を，duration of response と定義した．放出セリン濃度が 0.6 µM を下回る
条件において，duration of response は一定であり，セリン刺激を導入しない条
件とほぼ同じ値を示した．一方で，放出セリン濃度が 0.6 µM 以上の時，duration 
of response は放出セリン濃度に応じて増大する結果が得られた．Duration of 
response の増大は，細胞がセリンに適応したためではないと考えられる．なぜ
なら，計測された apparent recovery time は細胞が数 μM のセリンに適応する
ために要する時間（~130 s, Fig. 7.5）及び，適応のために受容体がメチル化す
るに要する時間（16）に対して遥かに短い値だからである．Duration of response
の終了時点におけるセリン濃度は，放出セリン濃度に依存せず，0.17 ± 0.11 µM 
(n = 96 cell)であった．したがって，0 µMのセリンに適応した大腸菌細胞は，






変化を表す．Apparent recovery time は，レーザー照射から最初の CCW から
CW 方向への回転方向転換が起こるまでの時間である．Intrinsic recovery time
は，apparent recovery time からセリンを導入しない条件下における CCW 回
転の持続時間を示す． 
 
Fig. 7.3 セリン導入前，刺激導入後の initial，2nd，3rd CCW duration．CCW 
duration は，8.6 µM の放出セリン濃度において計測されたものである（n = 66 




Fig. 7.4 Apparent recovery time の放出セリン濃度依存性．Apparent recovery 
time を，シミュレーションによって求めた intrinsic recovery time とセリンが
存在しない条件下の CCW duration の平均値の和でフィットした．点線，破線，
一点鎖線はそれぞれ，intrinsic recovery time の時点で細胞周囲のセリン濃度が












べん毛モーターは CCW 方向に持続的に回転した．3 µM，10 µM のセリンを添
加した直後に観測される CCW 回転の持続時間の平均値は，それぞれ，120 ± 10 
s（mean ± SD），117 ± 21 s（mean ± SD）であった．したがって，大腸菌は数
µM のセリンに適応するために，100 s 以上の時間を要する． 
  
7.3 大腸菌のセリン濃度感受性 
 Response time は，放出セリン濃度の増大に対して減少する結果が得られた
（Fig. 7.1）．放出セリン濃度が 0.1 μM 以下の場合，response time の減少は観
測されず，細胞はセリンに応答しないと考えられる．一方で，0.6 μM 以上のセ
リンを導入した場合，response time はより短い値（~240 ms）一定であり，こ
の条件下では，受容体パッチの活性は完全に不活化すると考えられる．したが
って，0 μM に適応した大腸菌は 0.1 μM から 0.6 μM までの濃度域を検知でき
ると考えられる．この濃度域の狭さは，セリンへの細胞応答時に協同的な過程
が存在することを示唆している．ヒルの式を用いて見積もった解離定数は 0.18 









Roccu = [S] / ([S] + KDTsr)・・・Eq. 3 
Roccu，[S]，KDTsrは，Tsr の占有率，セリン濃度，Tsr のセリン結合に対する解
離定数をそれぞれ表す．0.6 μM のセリンを添加した場合，Tsr の占有率は約












 我々は，大腸菌周囲のセリン濃度が 0.2 μM を下回った時に，細胞が放出され
たセリンへの応答から復帰することを示した（Fig. 7.4）．計測された recovery 






















液交換チャンバーを使用した（Fig. 8.1）．チャンバーは，1 mm のシリコンカバ







向転換が再開するまでの時間を CCW duration として計測した．溶液交換によ
るセリン導入直後，セリンへの応答である持続的な CCW 方向への回転が観測さ
れた（Fig. 7.5）．CCW duration は，溶液交換により添加したセリン濃度に応じ
て増大した（Fig. 8.2, Table 4）．添加セリン濃度が 0.1 μM 以下の時，CCW 
duration は約 10 s であり，セリンを含まないバッファーを添加した条件とほぼ
同じ値を示した．したがって，0.1 µM 以下のセリンを添加した場合，細胞はセ
リンに応答しないと考えられる．一方で，0.3 μM以上のセリンを添加した場合，
CCW duration は約 60 s 以上であり，セリンを添加しないコントロールの条件
に対し，有意に長い値が得られた．したがって，0.3 µM 以上のセリンを添加し
た条件において，セリンへの応答が観測された．これらの結果から，細胞がセ











計測された 10 s 程度の CCW 回転は細胞の温度応答によるものである可能性が
考えられる．Fig. 8.3 は，べん毛モーターの回転計測中にチャンバー中のバッフ
ァーを温度の異なるバッファーに置換した結果である．溶液交換前後で温度が
2 °C 増大した場合，10 秒程度の CCW 方向への回転が観測された．一方で，溶
液交換前後で温度変化が起こらなかった場合，持続的な CCW 回転は観測されな






溶液交換の際はチャンバーの容積（200 µl）の 3 倍量である 600 µl の溶液を添
加した．  
 
Fig. 8.2 CCW duration の添加セリン濃度依存性．エラーバーは標準偏差を示す．
点線はセリンを含まないバッファーで溶液交換を行った場合の CCW duration
である．CCW duration は細胞がセリンに適応するまでの時間を表す．  
Table 4 CCW duration の添加セリン濃度依存性． 
Serine (M) CCW duration (s) Number of cells 
0  14  ±  15 3 
0.1  12  ±  10 4 
0.3  55  ±  34 3 
1  72  ±  27 11 
3 121  ±  13 3 
10 170  ±  17 3 
値とエラーバーはそれぞれ，平均値と標準偏差を表す． 
  





ファーを添加した場合，チャンバー内の温度は 2~3 °C 上昇し，バッファー添加














































t, τ, n, x(t), y(t)はそれぞれ，時間，波形間の時間差，データポイント数，時間 t
における基準波形の値，対象波形の値をそれぞれ示す． Fig. 9.2 は回転方向転
換の相関解析の一例示す．τ = 0 付近に，正の相関を示すピークが観測された．


















速度の正の値，負の値は，CCW，CW 回転をそれぞれ表す．60 s の時点で溶液













Fig. 9.4 スイッチング再開後の CW bias の時間変化．10 μM のセリンを添加し
た場合のCW biasの時間変化を示す．スイッチング再開の時点のΔtを 0とする．





Ayy  を用いて，CW bias の平均値の時間変化をフィットしたもので



























× 𝛥𝑉 = 𝐽(𝑟, 𝑡) × 𝛥𝑆𝑖𝑛 − 𝐽(𝑟 + 𝛥𝑟, 𝑡) × 𝛥𝑆𝑜𝑢𝑡 
中抜きの円筒の体積 ΔV，面積 ΔSin、ΔSoutはそれぞれ， 




× 2𝜋𝑟𝛥𝑟𝛥𝑧 = 𝐽(𝑟, 𝑡) × 2𝜋𝑟𝛥𝑧 − 𝐽(𝑟 + 𝛥𝑟, 𝑡) × 2𝜋(𝑟 + 𝛥𝑟)𝛥𝑧 
両辺を 2rΔrΔz で割って 
∂c(𝑟, 𝑡)
∂t
= 𝐽(𝑟, 𝑡) ×
1
𝛥𝑟

































































関数 f(x+Δx)を x を中心にテイラー展開した式である． 










両辺から f(x)を引いて、両を Δx で割ると 












Δx が十分に小さいとき、f ’’(x)、f ’’’(x)・・・の項は無視できるので、 
𝑓′(𝑥) =








𝑐(𝑡 + ∆𝑡, 𝑟) − 𝑐(𝑡, 𝑟)
∆𝑡
 
と地点 x における t+Δt の時の濃度，t の時の濃度を Δt で割った値で表現するこ
とができる． 










 f(x－Δx)を x を中心にテイラー展開すると， 











f(x + Δx)と f(x－Δx)をそれぞれテーラー展開し加算すると，奇数階の微分項が相
殺さる． 

















Δx が十分に小さいとき、f(x)の 4 階以上の偶数階の微分項は無視できるので 
𝑓′′(𝑥) =














𝑐(𝑡 + ∆𝑡, 𝑟) − 𝑐(𝑡, 𝑟)
∆𝑡
= 𝐷 {





𝑐(𝑡, 𝑟 + ∆𝑟) − 𝑐(𝑡, 𝑟)
∆𝑟
} 
と表すことができる．式を変形することで得られる Δt 秒後の r にける濃度（c(t 
+ Δt, r)）は， 
𝑐(𝑡 + ∆𝑡, 𝑟) = 𝑐(𝑡, 𝑟)
+ ∆𝑡𝐷 {









度（c(t, r－Δr), c(t, r)，c(t, r+Δr)）から，r における Δt 秒後の濃度（c(t + Δt, r)）
を計算することができる． 
  
10.2.3 Von Neumannの安定性解析 
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ん一押しの ThinkPad の X は大変気に入っており，今後大事に使っていきたい
です）．研究以外では，週末に良く飲みに連れて行っていただき，色々な美味し
い店に連れて行っていただき大変感謝しております．魚のカマの食べ方は相変
わらず良く分かりませんが，美味しいものを色々食べたおかげで，少しだけ食
べ物の良し悪しが分かるようになったのではないかと感じております．来年か
ら今よりも給料を頂けるようになったら，井上さんのように後輩や学生に気前
良くおごれる大人になれるよう，精進したいです． 
 
高橋研の鎌形清人助教には高橋先生同様セミナーで大変お世話になりました．
研究室外の計測屋さんである鎌形さんのアドバイスは，自分の研究を客観的に
見つめるための素晴らしい刺激になりました．鎌形さんのようなアクティブな
研究者を目指して精進したいです． 
 
佐々木研の林久美子助教には，研究，学生生活の両面で大変お世話になりま
した．セミナーでの容赦ないつっこみは，素晴らしいトレーニングになりまし
たし，何よりも実験の待ち時間に話し相手になっていただいたおかげで，楽し
い学生生活を過ごすことができました．改めてお礼申し上げます． 
 
佐藤政秋博士には，研究，学生生活の両面で大変お世話になりました．昨年
体調を壊して寝たきりになっていた時に，佐藤さんが差し入れをして下さらな
かったらアパートの一室で干からびていたでしょうし，研究室との仲介をして
下さらなかったら卒業はできなかったと確信しております．普段の生活でもし
ょうもない話を聞いてくださったおかげで，精神的に充実した毎日を送ること
ができました．4 年間と長い間本当にお世話になりました． 
 
技術職員の高橋泰人さんには，研究，学生生活の両面で本当にお世話になり
ました．作業中に何度も話しかけてしまい，仕事の邪魔をしてしまったことは
大変申し訳ありませんでした．しかしながら，高橋さんにしょうもない話を聞
いて頂いたおかげで，研究での緊張が解けていい具合に良い結果が得られたの
ではないかと今では思います．将来技術室のトップに立つ男として，これから
も学生たちに男の生きざまを見せ続けてください．長い間本当にお世話になり
ました． 
 
分部寛道さんには主に学生生活でお世話になりました．学生生協のしょっぽ
い弁当に日僻していた自分にとって，一緒に外食に行ってくれる分部さんの存
在は大変貴重でした．私の後輩の中では初めて博士課程に進学した学生さんに
なりますので，工学部に行っても頑張って研究に取り組んでください． 
 
秘書の大窪和子さんは学生生活で物凄く助けて頂き感謝しております．体を
壊した時に差し入れしてくださったお弁当は，ありがたくて涙がでました．大
窪さんの大らかなキャラクターは常に心が折れ続けていた博士課程卒業直前の
１年間は，ものすごく心の支えになりました．これからも素敵な秘書さんとし
て学生たちを可愛がってあげてください． 
 
